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@ Verbindungen mit antimykotischer und cytostatischer Wirkung, Herstellungsverfahren, MIttel und DSM 11 
092 

@ Die Erfindung betrifft chemische Verbindungen mit anti* 
mykotischer und cytostatischer Wirkung, ein Verfahren zu 
ihrer Gewinnung aus dem Archangium gephyra-Stamm 
DSM 110S2, Mfttel mit den Verbindungen und dem Stamm. 
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BeschreibuQg 

Gem&B einer etstem AusfQhnmgsform betrifft die ErRndimg eine chemische Verbindung der Forind 




GemaB einer weiterea Ausfuhningsfonn betrifft die Erfindung eine chemisdie Verbindimg der Fonnel 




4X 



GemslB einer weiteren Ausfuhningsfonn betrifft die Erfindung eine chemiscbe Vert>lndiing der Smnmenfor- 
mel QsM^sNsOioS und mit den folgenden P^ffametem: 
'H-NMR-Spektrum gemaSTabeEe 1 (Tubulysin A); 
^^NMR-^ktrum ganoaB TabeUe 1 CTubofysin A); 

UV-Spektrum (MethanoQ lambdamax Oog epsilon): 225 (4^0)l 250 (336) und 280 (3^20); 
m-Spektrura{KBr)ny: 3390,2959, 2934,2876^ 1747, 1667, 1553, 1515 und 1233 cm^^ 

GemaB einer weiteren Ausfuhningsfonn betrifft die Erfindung eine chemische Verbindung der Summenfor- 
mel C42Me3N50ioS und mit den folgenden Parametem 
*H-NMR-Spektrum gemaBTabefle 1 (Tubulysin B); 
^'C-NMR-Spektnim gemaB Tabelle 1 (Tubulysin B); 

UV-Spektrum (Methanol) lambdamix Gog epdlon): 225 (4,23), 250 (3,9 1 ) und 280 (3,26); 
IR-Spektrum(m)ny: 3421,2964, 2935, 2878, 1742, 1667, 1550, 1517 und 1235 cm'^ 

Gem^ einer weiteren Ausfuhrungsform betrifFt die Erfindung eine chemische Verbindung der Summenfbr- 
mel C41 Mei N5O10S und mit dnem RrWert (HPLC) unter folgenden Becfingungen: 
S§ule: Nudeosil 100 C-18, 7 |un, 125 x4 mm; 

Laufmittd: Methanol/Wasser « 70/30 + 2 mM Ammoniumacetat (pH 5,0) + 10 mM Natriumdodecylsulfot; 
FluB: 1 ml/min; 
Detektion: Diodenan^y. 

GemiB einer weiteren Ausfuhningsfonn betrifft die Erfindung eine chemische Verbindnngen mit antin^oti- 
scher und cytotoxischer Wirkun& dadurch gewinnbar, da& man 

a) Ardiangium gephyra DSM 11 092 in einem waBrigen Kuhunnedium mit einem Gehalt an Kohlenstoff- 
Quellen, Stickstoff-Queilen, Schwefd-Quellen, Cyanocobalamin und Mineralsalzen aerob in Gegenwart 
eines Adsorberharzes kultiviert und 

b) das Adsorberharz vom Kultunnedium abtrennt und mit Methanol eluiert und vom Ehiat das Methanol 
abzieht und 

c) die zuruckbleibende Wasserphase mit Ethylacetat extrahiert, den Extrakt einengt und einen Rohextrakt 
gewinntund 
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d) den Rohexti^ emer Gcldiromatographie mit Methanol als Lauftnittel unterwirft und ein oder mehrere 
Fraktionen mit einem Gehalt an Verbindungen mit antimykotischer und cytostatischer Wirkung im UV bei 
226 nm detektiert, abtrennt imd einengt, 

e) das gewonnene Konzentrat an einer Umkehrphasc mh Metfaanol/Anunonitimacetat-Piifrer chromato- 
graphiert und durch Detektion im UV bei 226 nm 5 
ei)eine Fraktion mit einer rasdierlaufendenVerbindungsowie^zeitlidigetrennt, 

e2) eine Fraktion mit einer langsamer laufenden Verbindung sowie, zdtfich getram^ 
e3) eine Frakdon mit einer noch langsamer lauf end^ Verbindmig abtrennt, 

f) von der gem§B (el) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, die zurflckbleibende Wasserphase mit 
Ethylacetat extrahiert, eindampft und trocknet und die Verbindung gewinnt, 10 

g) von der gemaB (e2) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, die zuruckbleibeode Wasserphase mit 
Ethylacetat extrahiert, eindampft und trocknet und die Verbindung gewinnt und 

h) von der gemaB (e3) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, die zuruckbleibende Wasserphase mit 
Ethylacetat extrahiert, eindampft und trocknet und die Verbindung gewimit 

Diese Verbmdungen kdnnen dadurch gewinnbar sdn, daB man bei Stufe (e) an einer Cis-Umkeiirphase 
chromatographiert 

GemSB einer weiteren Ausfflhrungsform betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Gewinnung vondiemischen 
Verbindungen mit antim^otischer und cytostatischer Wrkung; dadurdi gekennzeichnet, daB man 

a) Archanghiw gephyra DSM 11 092 in einem wiBrigen Kulturmedium mit einem Gehalt an Kohlenstoff- 
Quellen, Stickstoff-Quellen, Schwefel-Quellen, Qyanocobalamin und Mineralsaken aerob in Gegenwart 
eines Adsorberharzes kultiviert and 

b) das Adsorberharz vom Kulturmedium abtrennt und mit Methanol eluiert und vom Eluat das Methanol 
abzieht und 

c) die zuriickbleibende Wasserphase mit Ethylacetat extrahiert, den Extrakt einengt und einen Rohextrakt 
gewinnt und 

d) den Rohextrakt einer Gelchromatographie mit Methanol als Laufaitttel unterwirft und ein oder mehrere 
Fraktionen mit einem Gehalt an Verbindungen mit antimykotischer und cytostatischer Wirkung tm UV bd 
226 nm detektiert, abtrennt und emengt, 

e) das gewonnene Konzentrat an einer Umkehrphase mit Methanol Ammomumacetat-Pu^r chiDmatogra- 
phiert und durch Detektion im UV bei 2:% nm 

(el) eine Fraktion mit einer rasdher laufenden Verbmdung sowie, zeitlich getrennt, 
e2) eine Fraktion mit einer langsamer laufenden Verbindung sowie, zeitlich getrennt; 
e3) eine Fraktion mit einer noch langsamer laufenden Verbindung abtrennt, 

0 von der geraSB (el) gewonnenen Frakticm das Methanol abzieht, die zurOdcbleibende Wasserphase mit 
Ethylacetat extrahiert, eindampft und trocknet und die Verbindung gewinnt 

g) von der gemaB (e2) gewonnenen Fraktion das Metiianol abzieht, die zuruckbleibende Wasserphase mit 
Ethylacetat extrahiert; eindampft und trocknet und die Verbindung gewinnt und 

h) von der gemaB (e3) gewonnenen Fraktion das Metiianol abzieht, die zuriickbleibende Wasserphase mit 
Ethylacetat extrahiert, eindampft und trocknet und die Verlnndung gewinnt 

GemaB dner weiteren AusfOhrungsform betrifft die Erfindung em antim34cotische$ Mittel mit einem Gehalt 
an emer erfindungsgemSBen Verbindung* 

GemaB einer weiteren AusfOhrungsform betrifift die Erfindung on pytostatisches Mittel mit eiiiem Gehalt an 45 
emer erfindungsgemiBen Verbindung. 

SchlieBIich betrifft eine AusfOhrungsform der Erfindung Archangium gephyra DSM 1 1 09Z 

Nachstehend wird die Erfindung durch experimentelle Angaben und 3 Figuren (Struktuiformehi) naher 
erliutert 

50 

A. Produktionsbediogungen 

t A.1. Produktionsstamm 

Das Bakterium Archangium gephyra gehort zur Ordnung der Myxococcales (Myxobakterien), Unterordnung 55 
Cystobacterineae, Familie Archangiaceae. Der Produktionsstamm Archangium gephyra Ar 315 wurde im Fe- 
bniar 1973 von Dr. Reichenbach aus einer Probe von einem Komposthaufen im Botanischen Garten in Freiburg; 
Deutschland, isoliert Er wurde 1996 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen (DSM) unter der Nr 
DSM11092hinterlegt ^ ' 
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AJtStammkultur 



Die Stammhaltung erfolgt auf Agarplatten, bevorzugt auf Hefe-Agar (VY/2-AgarX Dieses Medium enthalt 
0j5% BSckerhefe, 0,1% Caa2x2H20, 0,1 |ig/l Qyanocobalamin und l;2% Agar. Der pH-Wert wird auf 7,4 
emgestellt Das Medium wird durdi Autoklavieren sterilisiert Die Plattenkulturen weiden bd 30*C bebrOtet 
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A-3. Moiphologisdie Besdireibuog 

Die vegetativen ZeUen smd lange^sdilaiike Stibchen, etwa 6 bis 9 
Gleitbewegung der Bakterien» brdten sich die Kolomen rasch uber die Kuhuiplatte aus. IXe Scfawannkolonie 
5 auf Hef eagar ist dunn, filmartig, rdtlich bratin. Wie an dem urn die Kolomen entstefaenden Klarbof zu erkennen, 
werden die Hef ezellen im Medium abgebaut Auf diesem Medium bildet der Stamm oft blaBbraunlidie Frudit- 
korpert die aus maandrierenden Wulsten aufgebaut sind und stark lichtbrechende Myxosporen enthalteiL 
Letztere and kurz^ dicke, etwas unregelmiBige Stabchen, etwa 7,5 bis 4 mm lang und 1^ bis 1;B mm dick. 

10 A.4.Lei5tangen 

Der Stamm Ar 315 produnert Substanzen, namlich "nibufysine, die das Wachstom von Pihen, humanen 
Krebszellen und anderen tierischen Zellkulturen hemmen. Die Hemmstoff e kdnnen sowohl aus den Zdlen wie 
auch aus dem Kulturuberstand isoMert werden. 

15 

A3. Produktion der Tubulysme 

Die Substanzen werden wahrend der logarithmischen bis bin zur stationaren Wachstumsphase produziert 
Eine typische Fermentation verlauft wie folgt: Fermentor mit 550 1 Arbeitsvolumen wird mit 300 1 Kultunne- 

20 dium gefOHt (Zusammensetzung: 05% Probion (EmzeUerprotein der Fa. Hoedist); ifi9h Stirke (Cerestar 
Krefeld);02%<Hucose;ai% Hefcextrakt;0,l%MgSO4x7H2O;ai%CaCkx2HaO;ai iig/IQyanocobalamin; 
Ahemativen zu Probion sind Sojamebl oder MaiskleberX Der pH-Wert wird mit KOH auf 7 A eingestellt Zur 
Bindung der ins Medium freigesetzten Hemmstoff e wird dem Medium 1 % (V/V) eines Adsorberhaizes (Amber- 
lite XAD-16, Rohm & Maas) zugesetzt Beimpft wird mit 10 1 einer 3 Tage alien Vorkultur, die im gleichen 

25 Medium in einem entsprechend kleineren Fermentor erzeugt wurde. Fermentiert wird bei 30'C mit einer 
Ruhrgeschwindigkeit von 150 U/min und einer Beluftungsrate von 10 VoL -% pro mia Anfangliche Schaumbil- 
dung wird durch Zugabe von 50 ml Siiikon-Andschaum (z. B. Tegosipon» Goldscfamidt AG, Essen) verfaindert 
Der pH-Wert steigt im Laufe der Fermentation an. Der Anstieg wird duich Zugabe von 5-proz. Sdiwefelsiure 
auf 73 begrenzt Die Fermentation wird nach 5 Tagen beendet 

30 

B.IsoIierung vonTubulysin A, B und C 

Das Adsorberharz wird in einem ProzeBfflter (OJ m^, 100 Maschen (mesh)} von der Kultur abgetrennt» und mit 
15 1 Methanol im Verlauf von 3 h eluiert Die Konzentration des Eluates erfolgt unter Vakuum bis zum Auftreten 
35 der Wasserphase, die anschlieBend dreimal mit Eth^acetat extraMert wird. Nadi Einengen der organischen 
Phase im Vakuum bei 30" C Badtemperatur erhalt man 36 g Rohextrakt 

Dieser Rohextrakt wird durch LH-20-Gelchromatographie (Saule: d = 20cni,l«100cm, FluB 45 ml/min, 
Detekdon 226 nm) mit dem Laufroittel Methanol nach UV*Banden m 6 Fraktionen auf getrennt, wobei Tubulysin 
A^BundCmder 2.Fraktionvon 110 bis 130 minenthalten sind. Nach Einengender betreffendenFraktiontremit 
40 man in 3 Portionen auf einer Eurosil-Bioselect (]00-20-C-18)hS§ule (d « 4 cm, 1 » 48 cm) mit dem Laufmittel 
Medianol/0»05 M Ammoniumacetat-Puffer 7,0) « 60/40 und einem FluB von 8 ml/min. Die Detekdon erfolgt 
bei 226 nm. Rt Tubulysin C 245 bis 26Q» IVibulysin B 260 bis 285 min, 'Hibulyaln A 300 bis 320 mia 

Nach Eindampf en der veremigten 'Hibulysin A, Tubulysm B und Tubulysin C entfaaltenen Fralctionen Ihs zur 
Wasserphase exmdiiert man mit Ethylacetat und eiMlt nach dem Eindampf en im Vaknum und Trocknen 420 mg 
45 Tubulysin A, 240 mg Tubulysin B und 20 mg Tubulysm C 

Tubulysin A 

C«M65N50ioS[843] 
50 DQ-MS (positiv-Ionen): 844.4543 fOr [M+H1+ 
^H-und i^C-NMRdeheTabeUen 1 und2 

UV(Methano01ambdama)E(k>gepsilon) - 225(420);250(3J6);280(330) 
IRKBnny - 3390;2959;2934;2876; 1747; 1667; 1553; 1515; 1233 cm"* 
DC:Rf = 0^7 

55 DC-AlufoUe60F254Merck.I^ufmittel:Did)]ormethan/Methanol»9:l 
Detekdon: UV-L5schung bei 254 nm 
HPLC:Rt = 9Jmin 

Saule: Nudeosil 100 &18 7 ^m* 125x4 mm Lauhnittek Methanol/Wasser = 70/30 + 2niM Ammoniumacetat 
(pH5.0) + 10 mM Natrhun-dodeqisulfat 
60 FluB: 1 ml/min 

Detekdon: IModenarray 

Tubulysm B 

65 C42H€3N50]oS[829] 

Da-MS (positiv-Ionen): 83a4361 fur[M+Hl+ 
^H- und "C-NMR siehe TabeUen 1 und 2 

UV(Methanol)lambdamaxOogepsikm) » 225(4^);250(3^1);280(3^) 
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IRKBnny = 3421;2964;2935;2878: 1742; 1667; 1550; 1517; 1235 cm-* 
DC:Rf = 0J25 

DC-Alufolie 60 F2$4 Merck. Laufmittel: Dichlormetfaan/Methanoi » 9 : 1 
Detektion: UV-Loschung bei 254 am 
HPLCrRt" 73 min 

Saule: NucIeosS 100 C-18 7 \im^ 125 x 4 mm 

Laufmittel: MethanoIAVasser = 70/30 + 2mM Ammoniumacetat(pH5D) + lOmM Natritim*dodecyIsulfat 
FIuS:l ml/min 
Detektion: biodenarray 

TubuIysinC 

C41H61N5O10SP15] 

ESI-MS (positiv-Ionen): 816^ fur [M + H] 
HPLC:Rt»6.8min 

Side: Nucleosil 100 C-18 7 |im, 125 x 4 mm. 

Laufmittel: Methanol/Wasser «= 70/30 + 2 mM Ammoniumacetat (pH 5,0) + 10 mM Natrium-dodecylsulfat 
FluB: 1 ml/mm 
Detektion: Diodenarray 
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TabeDe >H-NMRdataof tubulysines inlpe] DMSO (600 MHz) 



H 


TubulydnA 
6h m 


J\Szl 


TubuIysinB 


■ 


2-H 


2.37 


m 




239 


m 




3-H. 


1J7 


m 




1.55 


m 






1.83 


m 




1.82 


m 




4-H 


4.10 


m 




4.11 


m 




5-H 


7.88 


d 


7.5 


7.76 


d 


9.0 


8-H 


8.18 


s 




8.17 


s 




11-H 


5.74 


dd 


113,1.4 


5.75 


dd 


11.2.1.6 


12-1^ 


2.09 


m 




2.08 


m 




12-Hk 


236 


m 




2J6 


m 




13-H 


435 


m 




4J5 


m 




16-H 


4.40 


dd 


9.0. 8.8 


4.42 


dd 


9.0,8.8 


17-H 


7.92 


d 


8.8 


7.88 


d 


8.6 


I9-H 


2.46 " 


dd 


7.6 


2.47 


m 




20-H, 


1.42 


m 




1.42 


m 


- 


20-Hfc 


IJl 


m 




1.52 


m 


• 


21-H, 


1.15 


dd 


12J 


1.16 


m 




21-IL 


1.62 


m 


12.6 


1.62 


m 




22-H, 


1.36 


m 




U8 


m 




22-Hb 


1J3 


m. 




1.53 


m 




23-H. 


1.94 


m 




1.93 


m 




23-Hb ' 


2.82 


dd 


11.4 


2.83 


dd 


IIJ . 


25-H3 


2.04 


s 




2.05 


s 




26-H3 


1.04 


d 


7.0 


1.05 


d 


7.0 


27-H. 


2.66 


m 




^68 


m 




27-Hfc 


2.73 


m 




2.71 


m 




29-H 


6.96 


d 


8.4 


6.96 


d 


8.4 


30-H 


6.61 


d 


8.4 


6.62 


d 


83 
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H 


Tubulysin A 


J\Hz] 


6h 


Tubulyan B 

m J\Hz] 


32-H 


6.61 


d 


8.4 


6.62 


d 


8J 


33-H 


6.96 


d 


8.4 


6.96 


d 


8.4 


35.H3 


2,10 


s 




2.11 


s 




36-H 


1.82 


m 




1.84 


m 




37.H3 


0.67 


d 


6.5 


0.68 


d 


6.6 


38-H3 


0.97 


d 


6.5 


0.97 


d 


6.4 


39-H, 


5.26 


d 


12.0 


5.27 


d 


12.0 


39-Hb 


6.19 


d 


12.0 


6.20 


d 


12.0 


40-H 


1.93 


m 




1.95 


m 




41-H. 


1.08 


m 




1.10 


m 




41-Ht 


1.49 


m 




1.49 


m 




42-H3 


0.81 


t 


7J 


0.80 


t 


7.4 


43-H3 


0.81 


d 


7.1 


0.80 


d 


7.0 


2'-H» 


2.13 


ni 




2.15 


m 






2-15 


m 




2.18 


m 




3'-H, 

3'-Hb 


1.92 


m 




1.48 

1,50 


m 

m 




4'-Hj 


0.82 


d 


6.9 


0.82 


t 


7.0 • 


5'-H, 


0.8I 


d 


6.8 
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TabeOe 2 "C-^aMR data of tubulyanes in [De] DMSO (600 MHz) 



c 


TubuIysinA 


TubuIydnB 
5c m 


1 


177.1 


s 


177.0 


5 


2 


36.2 


d 


36.0 


d 


3 


37.6 


t 


37.6 


t 


4 


49.0 


d 


48.9 


d 


6 


159.7 


s 


159.7 S 


7 


149.8 


s 


149.7 


s 


8 


124.2 


d 


124.1 


s 


10 


168.5 


s 


168.7 


s 


11 


68.8 


d 


69.0 


d 


12 


343 


t 


34.4 


t 


13 


55.8* 


d 


55.6* 


d 


15 


174.2 


s 


174.2 


s 


16 


52.6' 


d 


52.6 


d 


18 


172.8 


s 


172.8 


s 


19 


68.1 


d 


68.0 


d 


20 


24.8 


t 


24.8 


t 


21 


22.8 


t 


22.7 


t 


22 


29.6 


t 


29.5 


t 


23 


54.7 


t 


54.6 


t 


25 


43.8 


q 


43.7 


q 


26 


18.0 


q 


17.9 


q 


27 


39.5 


t 


39.4 


t 


28 


128.5 


s 


128.4 


s 


29 


129.9 


d 


129.9 


d 


30 


114.9 


d 


114.9 


d 


31 


155.5 


s 


155.5 


8 


32 


114.9 


d 


114.9 


d 



8 

10/21/2005, EAST Version: 2.0.1.4 



DE 196 38 870 Al 



c 


Tubulysin A 
Oc m 


Tubulysin B 
6c m 






129.9 


d 


129.9 


d 


5 


54 


169.8 


s 


169.7 


s 




35 


20.5 


q 


20.4 


q 


10 


36 


30.0 


d 


30.0 


d 




37 


193 


q 


193 


q 


15 


38 


202 


q 


20.2 


q 


39 


68.9* 


t 


68.9* 


t 




40 


35.1 


d 


35.1 


d 


20 


41 


24.1 


t 


24.0 


t 




42 


10.0 


q 


lO.O 


q 


25 


43 


153 


q 


153 


q 


r 


1713 


s 


171.8 


s 




2" 


42.7 


t 


35.5 


t 


30 


3' 


25.0 


d 


17.6 


t 




4' 


22.0 


q 


10.7 


q 


35 


5' 


22.0 ' ' 


q 







*8c gemessen bd 80^ C 



CWirkimg 

Die Tubulysine haben eine cytostatische Wirkung auf Pilze, humane Krebszellinien und andere tierische 45 
Zellkulturen (vgL Tabelle). Sic fiihren in den Zellcn zu einem raschen Abbau des MilcrotubuK-Gerusts. Das 
Aktinskelett bleibt erhalten. Adhirent wachsende L929-Maus-Zellen vCTgroBem unter dem EinfluB der Tubuly- 
sine ihr ZeDvoiumen, ohne sich zu teUen, und entwickeln groBe ZeOkeme; die dann in einem apoptodschen 
Voxgangzerfalten* 

50 



55 
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Wirkungsspektrum 



Pilze 



Heiranhof [tran] 



Tubulysin A 



Tubulysin B 



Aspergillus niger 
Botrytis cinerea. 
Coprinus cinereus 
Pytbxum debcoryanvm 



20 
23 
20 
20 



18 
18 



Agardif fusionstest : 20 ng pro Testblattchen von S mm Durchmesser 



Hrunane Krebszellinien 



IC50 Ing/ml] 



Tubulysin A Tubulysin B Tubulysin C 



KB-3-1 

(DSM ACC 158) 
K-562 

(ATCC CCL 243) 
HL-60 

(ATCC CCL 240) 



0,01 



0,1 



0,04 



0,02 



0,2 



0,08 



0,1 



1,5 



0,4 



Tierische Zellinien 



L929, Maus 0,2 0,4 2 

(ATCC CCL 1) 

Pt K2, Potorous trl- 

dactylis 0,2 0,2 2 

(ATCC CCL 56) 

PatentansprQdie 

1. Chemische Verbindung der Formel 
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1 Chemische Verbindung der Formel 




3. Chemische Verbindung der Summenformel C43H65N5O10S und mit den folgenden Parameterm 
'H-NMR-Spektnmi gemaBTabefle 1 (Tubulysin A); 

^^C-NMR-Spektrum gemaB TabeUe 1 (Tubutysin A); 

UV-Spektnm (MethanoO lambdamax pog epsik>n): 225 (4^0^ 250 (3^6) und 280(3^); 
IR-Spelrtrum(KBr)ny: 3390, 2959, 2934, 2876, 1747, 1667, 1553^ 1515 und 1233 cm-^ 

4. Giemische Verbindung der Summenformel CiaHcsNsOioS und mit den folgenden Parametem 
^H-NMR-Spektrum gemaB TabeUe 1 (Tubulysin B); 

^'C-NMR-Spektrum gemiB TabeUe 1 (Tubufysin B); 

UV-Spektrum (Methanol) lambdamax (log epsllon): 225(4,23X 250 (331) und 280 (3;J6); 
IR-Spektrum(KBr) ny: 3421, 2964, 2935, 2878, 1742, 1667, 1550, 1517 und 1235 cm'^ 

5. Chemische Verbindung der Summenfonnel QiHeiN^ioS und mit emem RrWert (HPLC) unter folgeu- 
denBedmgungen: 

Saule: Nucleosil 100 C-18, 7 jun, 125 x 4 mm; 

Lauftnittel: Methahol/Wasser = 70/30 + 2 mM Ammoniumacetat (pH 5,0) + 10 mM Natriumdodecylsul- 
fat; 

FiuB: 1 ml/min; 
Detekdon: Diodenarray« 

6. Chemische Verbindungcn mit antimykotischer und cytotoxischer Wirkung, dadurch gewinnbar, daB man 

a) Archangmm gephyra DSM 1 1 092 in einem waBrigen Kulturmedium mit emem Gehalt an Kohlen- 
stoff-Queilen^ Stickstoff-Quellen, Schwefel-Quellen, Cyanocobalamin und Mineralsalzen aerob in Ge- 
genwart eines Adsorberharzes kultiviert and 

b) das Adsorberharz vom Kulturmedium abtrennt und mit Methanol eluiert und vom Ouat das 
Methanol abzieht und 

c) die zuruckbleibende Wasserphase mit Ethylacetat extrahierl; den Extrakt einengt und einen Rohex- 
traktgewinntund 

cQ den Rohextrakt einer Gelchromatographie mit Methanol als Lauftnittel unterwirft und em oder 
mebrere Fraktionen mit einem Gehalt an Verbindungen mit antimykotischer und cytostatisdier Wu*- 
kung tm UV bei 226 nm detekdert, abtrennt und einengt, 

e) das gewonnene Konzentrat an einer Umkehrphase mit Metbanol/Ammoninmacetat-Puffer chroma- 
tographiert und durch Detekdon im UV bei 226 nm 
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el) eine Fraktion mit einer rascher lauf enden Verbmdimg sowie» zehlich getrennt 
e2) elne Fraktion mit einer langsamer laufenden Verbbdnng sowi^ zeitlich getrennt, 
e3) eine Fraktion mit einer noch langsamer laufenden Verbindung abtrennt 

f) von der gemaS (el) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht« die zmilckbleibende Wasserpbase 
mit Eth^acetat extrahiert, eindampft und trocknet und die Verbindung gewinnt, 

g) von der gemaB (e2) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, die zurflckbleibende Wasserphase 
mit Ethyiacetat extrahiert, eindampft und trocknet und die Verbindung gewmnt und 

h) von der gemaB (e3) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, die zurOckbleibende Wasserphase 
mit Ethyiacetat extrahiert, eindampft und trocknet und die Verbindung gewtont 

7. Chemische Verbmdungen nach Anspruch 5, dadurch gewinnbar, daB man bd Stufe (e) an dner QrUm- 
kefarphase chromatographiert 

8. Verfahren zur Gewinnung von chemischen Verbindungen mit antimykotischer und cytostatischer Wir^ 
kung, dadurch gekennzeichnet, dafi man 

a) Arclwngium gephyra DSM 11 092 in einem waBrigen Kulturmedmm mit einem Gehalt an Kohlen- 
stoff-Quellen, Stickstoff-Quellen, Schwefel-Quellen, Cyanocobalamin und Mmeralsalzen aerob In Ge- 
genwart eines Adsorberimrzes kidtiviert und 

b) das Adsorberhaiz vom Kulturmedium abtrennt und mit Methanol duiert und vom Ehiat das 
Methanol abzieht und 

c) die zurudcbleibende Wasserphase mit EtlQrlacetat extrahiert, den Extrakt dnengt und dnen Rohex- 
trakt gewinnt und ^ 

d) den Rohextrakt einer Gelchromatographie mit Methanol als Laufmittd unterwirft und em oder 
mehrere Fraktionen mit einem Gehalt an Verbindungen mit antuiQ^EOtischer und cytostatisdier Wir- 
kung im UV bei 226 nm detektiert» abtrennt und einengt 

e) das gewonnene Konzentrat an einer Umkehrphase mit Methanol Ammoniumacetat*Puffer diroma- 
tographiert und durch Detektion im UV bd 226 nm 

el) eine Fraktion mit einer rascher laufenden Verbindung sowie^ zdtlich getrennt. 
e2) eine Fraktbn mit einer langsamer laufenden Verbmdui^ some^ zett&ch getrennt, 
e3) eine Fraktbn mit einer noch langsamer laufenden Verbindung abtrennt, 

f) von der gemaB (el) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, <fie zuruckbleibende Wasserphase 
mit Ethyiacetat cxtrahiert, eindampft und troclmet und die Verbindung gewinnt, 

g) von der gemaB (e2) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, die zurfickbleibcnde Wasserphase 
mit Ethyiacetat extrahiert, eindampft und trocknet und die V^bindung gewinnt und 

h) von der gemaB (e3) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, die zuriickbleibende Wasserphase 
mit Ethyiacetat extrahiert, eindampft und trocknet und die Verbindung gewinnt 

9. Antimykotisches Mittel mit einem Gehalt an einer Verbindung gemaB emem der Ansprflche 1 bis 7. 

10. C^ostatischesMittel mit einem Gehdt an einer Verbindung gemaB einem der Ansprucfae 1 bis 7. 

11. Ardiangiumgepl^DSM 11 092. 
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